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INFORMATIONS  PRATIQUES 


• Cours  disponible  en  salle  informatique  (UFR  medecine) 

•Ouvrages  disponibles  a la  BU:  Rawn,  Stryer,  Lehninger,  Harper, 
Biochimie  et  biologie  moleculaire  (manuel  de  reference),  biochimie 
structurale  et  metabolique  (Moussard) 

• Site  internet : CHUPS  (Pitie-Salpetriere) 


• Poser  des  questions  aux  enseignants  : 

p.gauduchon@baclesse.fr 
stephane.allouche  @ unicaen.fr 
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Catalyseurs  biologiques 

E 

• substrat  produit 

S P 

• augmentation  de  la  vitesse  de  reaction  sans  modification  du  sens 
de  la  reaction 

• catalyseur : non  altere  apres  la  reaction 

• specificite  de  substrat  et  de  reaction  (differents  degres) 

• nature  chimique  : proteines  — ► enzymes 

ARN  — > ribozymes 

• enzymes  : transformateurs  d’energie 

energie  chimique  (ATP)  — > energie  mecanique 
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Pourquoi  s’interesser  aux  enzymes  ? 


• Importance  physiologique  majeure 

transformations  metaboliques 
regulations 

• Nombreuses  pathologies  liees  a une  alteration 
du  fonctionnement  des  enzymes 

• Pharmacologie  : les  enzymes  sont  les  cibles  de 
nombreux  medicaments 
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Interets  des  enzymes  en  medecine  / pharmacie  ? 

• Diagnostic  pathologies  liees  a un  deficit  enzymatique 
(ex:  Glc-6P-deshydrogenase  : anemie  hemolytique 

phosphorylase  du  muscle  : maladie  de  McArdle 
ornithine  transcarbamylase  : cycle  uree  (hyper-ammoniemie) 

• Detection  et  quantification  de  lesions  tissulaires 

(Creatine  Phospho  Kinase-MB,  Lactate  Deshy drogenase) 

• Dosage  metabolites  (ex  : glycemie  avec  glucose  oxydase) 

• Enzymo-therapie  de  substitution 

• Medicaments  inhibiteurs,  enzymes  purifiees 

Autre  : agro-alimentaire 
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ENZYMES  : 

CARACTERISTIQUES 

GENERALES 
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Preambule 

Peut-on  predire  le  sens  d’une  transformation  chimique  ? 

La  variation  d’energie  libre  G 

• Chaque  molecule  a une  certaine  energie  libre  G (Gibbs)  = somme 
des  energies  de  vibration,  de  rotation,  de  liaison 

G(T,  p)  = H - TS 

Substrats  — > Produits 
G substrats  G produits 

• Si  on  considere  la  reaction  de  gauche  vers  droite  : on  calcule  la 
difference  d’energie  libre  AG  entre  etat  final  et  etat  initial : 

AG  = G produits  - G substrats  (en  kJ/mol) 
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La  variation  d’energie  libre  AG 

• Si  AG  < 0 : reaction  spontanee  ou  exergonique 

• Si  AG  > 0 : reaction  non  spontanee  ou  endergonique 

• Si  AG  = 0 : reaction  a l’equilibre 


• Si  AG  < 0,  la  reaction  est  dite  spontanee,  mais  pas  d’info  sur  la  vitesse 

• Si  AG  > 0,  la  reaction  n’est  pas  favorable  sur  plan  thermodynamique. 
Elle  pourra  avoir  lieu  si  couplage  a une  reaction  qui  libere  energie 

• Si  AG  ~ 0,  la  reaction  se  fait  dans  les  deux  sens  : les  concentrations  en 
reactifs  et  produits  n’evoluent  pas  (equilibre  thermodynamique) 
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Les  enzymes  accelerent  les  reactions 
( x 105  a 1017) 


Augmentation  des  vitesses  de  reaction  par  les  enzymes 


Demi-vie 

Vitesse 

Vitesse 

Augmentation 

Enzyme 

non  catalysee 

catalysee 

de  la  vitesse 

non  enzymatique 

(k»n.  S’') 

(kcao  s ') 

(kcat/kun) 

OMP  decarboxylase 

78000000  ans 

2,8  x 10-'6 

39 

1,4  xlO17 

Nuclease  staphylococcique 

130000  ans 

1,7  xlO13 

95 

5,6  x 10" 

AMP  nucleosidase 

69000  ans 

1,0x10-" 

60 

6,0  x 1012 

Carboxypeptidase  A 

7,3  ans 

3,0  x 10-9 

578 

1,9x10" 

Cetosteroide  isomerase 

7 semaines 

1.7  x 10  7 

66000 

3,9x10" 

Triose  phosphate  isomerase 

1,9  jour 

4,3  x 10-* 

4300 

1,0  xlO9 

Chorismate  mutase 

7,4  heures 

2,6  x 10-5 

50 

1,9  x 106 

Anhydrase  carbonique 

5 secondes 

1,3x10-' 

1 x 106 

7,7  x 106 

Abreviations : OMP,  orotidine  monophosphate;  AMP,  adenosine  monophosphate. 
Source : D’apres  A.  Radzicka  et  R.  Wofenden.  Science  267  (1995) : 90-93. 
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Les  enzymes  accelerent  les  reactions 
en  facilitant  la  formation  de  I’etat  de  transition 


S 

• V oc  [X$] 

(seul  Xf  est  converti  en  P) 

• [Xt]  oc  [S]  e-AG*/RT 

kT 

V = [S]e-AG*/RT 

h 

h : Cte  de  Planck 
k : Cte  de  Boltzmann 
kT/h  = 6,6  10n  s-1  (a  25°C) 


+ E 
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Complexe  enzyme  / substrat  et  catalyse 


• la  premiere  etape  necessaire  a la  catalyse  enzymatique  est  la  formation  d’un 
complexe  enzyme  / substrat  E + S^ES  -►  E+P 


• L’ interaction  enzyme/sub strat  au  niveau  du  site  actif  cree  une  voie  de 
reaction  dont  l’energie  de  l’etat  de  transition  est  abaissee 

• la  stabilisation  selective  d’un  etat  de  transition  determine  le  choix  parmi  les 
reactions  potentielles 
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Specificite  des  enzymes 


• Les  enzymes  presentent  une  specificite  pour  leur  substrat  et  pour  la 
reaction  qu’elles  catalysent 

• Certaines  enzymes  ne  reconnaissent  qu’un  substrat 

(ex  : la  glucokinase) 

• D’autres  ont  une  specificite  moins  restreinte 

(ex  : l’hexokinase) 


H O 
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H— C— 0 


-OH 
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H 
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Specificite  des  enzymes 


• Exemple  : les  proteases 


1 

_r fsj r» 

n 

.r i u n 

t j>  i ii 

• IN  U 

i i 

H R2 

Peptide 

l n2u 

i i c\  + HjN  i L 

H R,  0 R2 

Composant  Composant 

carboxyiique  amine 

• Ces  enzymes  catalysent  toutes  l’hydrolyse  d’une  liaison  peptidique 

• La  specificite  est  differente  selon  1’ enzyme 

carboxypeptidase  : exopeptidase 

trypsine  : endopeptidase  R1  = acide  amine  basique  (Arg,  Lys) 
chymotrypsine  : R1  = acide  amine  aromatique  (Phe,  Trp,  Tyr) 
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Specificite  des  enzymes 

L’enantioselectivite 

L’exemple  des  proteases 

• Les  acides  amines  les  animaux  et  vegetaux  sont  de  la  serie  L (la 
fonction  aminee  sur  le  carbone  a asymetrique  est  orientee  a gauche) 


serie  D serie  L 

• Les  proteases  de  ces  organismes  hydrolysent  specifiquement  les 
proteines  contenant  les  acides  amines  de  la  serie  L 

• Si  le  polypeptide  contient  des  acides  amines  de  la  serie  D (parois  des 
bacteries,  peptides  antibiotiques) 

pas  de  coupure 


coo- 
NH3+— c— H 
R 


COO- 

NH3+ 

R 
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Notion  de  site  actif 


Deux  regions 


- Site  de  fixation  : responsable  de  la  liaison  avec  le  substrat  et  de  son 

orientation  correcte  vis-a-vis  des  groupements  catalytiques 

- Site  catalytique  : responsable  de  la  transformation  du  substrat 

(rupture  et  formation  de  liaisons  chimiques) 

NB  : la  mutagenese  dirigee  permet  de  caracteriser  les  AA  impliques 


Fixation  du  S 


i 


E + S ±5 


ES  ^ E + P 


t 
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Notion  de  site  actif 


• Le  site  catalytique  est  compose  d’un  petit  nombre  d’acides  amines 
(<  10)  - Les  autres  servent  a maintenir  une  structure  active  du  site 
catalytique  (bonne  position  des  AA  les  uns  / autres) 
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Interaction  enzyme- substrat 


• Le  site  actif  est  generalement  situe  dans  une  fente  ou  une  cavite  a la  surface  de 
1’ enzyme 

• La  majeure  partie  de  la  cavite  est  constitute  d’ AA  hydrophobes  (augmentation  de 
la  force  de  liaison  du  substrat  et  de  l’efficacite  catalytique,  exclusion  des 
molecules  H20  (sauf  si  participation  a la  reaction) 

La  cavite  peut  contenir  des  residus  polaires, 
qui  acquierent  des  proprietes  particulieres 
dans  ce  micro-environnement 
(liaison  du  substrat,  catalyse) 

• Interaction  enzyme- substrat : 

Liaisons  faibles  (van  der  Waals,  liaison  hydrogene  et  ioniques)  nombreuses  : 
specificite  et  'l'  de  l’energie  d’ activation) 

Interactions  hydrophobes  : stabilisation 
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Notion  de  complementarity  entre  substrat  et  enzyme 
(etats  de  transition  de  reaction) 

• Hypothese  de  Fischer  (1894)  : modele  cle-serrure 

A permis  le  developpement  de  l’enzymologie,  mais  suppose  une 
structure  figee 


(Koshland) 


• Hypothese  de  Koshland  (1958)  : modele  de  l’ajustement  induit  entre  V enzyme  et 
le  substrat 

L’  enzyme  a une  structure  flexible  et  change  de  conformation  lors  de  la 
fixation  du  substrat 

— ► Augmentation  de  la  specificite 
— ► Efficacite  catalytique  superieure 
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Notion  d’isoenzyme 

Formes  moleculaires  multiples  cTune  enzyme 
Isozymes  : plusieurs  genes  / expression  tissu-specifique 

Exemple  : lactate  deshydrogenase  (LDH) 

genes  H et  M : 5 isoenzymes  tetrameriques 
HHHH  HHHM  HHMM  HMMM  MMMM 

expression  tissulaire  differentielle 

H : predominates  dans  les  tissus  a metabolisme  aerobie  (coeur) 

M : sites  tissulaires  pouvant  operer  en  anaerobiose  (muscle)  + foie 

Isoformes 

1 gene  ^ plusieurs  formes 

- modifications  post-transcriptionnelles  (epissage  alternatif) 

- modifications  post-traductionnelles  (proteolyse,  glycosylations) 
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Localisation  des  enzymes 

- ubiquistes 

- specifiques  de  tissus 

Enzymes  solubles  : extra-  ou  intra-cellulaires 


Enzymes  membranaires : 

- peripheriques 

- integrees  (fragment  d’ancrage) : transporteurs  et 
recepteurs 
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CINETIQUE  ENZYMATIQUE 


http://www.jesuisetudiant.com 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


http://www.jesuisetudiant.com 


N'hesitez  Pas  de  Visiter  Notre  Site 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


Cinetique  enzymatique 


Etude  des  variations  des  vitesses  de  la  reaction  en  fonction  de  la 
concentration  du  substrat  et  du  temps 

• A quoi  §a  sert  ? 

- Modelisation  de  l’activite  enzymatique 

- Equation  de  vitesse  - Parametres  cinetiques  et  leur  signification 

- Etudes  en  presence  d’inhibiteurs,  conditions  optimales... 
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Cinetique  des  reactions  chimiques 
A ^ B (monomoleculaire)  A0  concentration  initiale 

Reaction  du  1er  ordre  : 

V = -d[A0  - x]/dt  = -d[A]/dt  = d[B]/dt  = kl  [A] 

Reaction  d’ordre  O : 

V = -d[A]/dt  = d[B]/dt  = k0  = constante 

Reversibilite 

k.i  k+1  [B]eq 

^ ® Constante  d’equilibre 

k+i  k.1  [A]eq 

Reaction  du  2®me  ordre  : 

A + B C (bimoleculaire) 
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Bases  fondamentales  des  cinetiques  enzymatiques 


E E 

E 

S ► Pi  S1+S2 

- P(ouP1  + P2)  ! S — P 

Evolution  d’une  reaction  enzymatique  dans  le  temps 


Suivi  de  1’ evolution  des 
concentrations 
en  S (disparition) 
ou  P (apparition) 


• phase  pre-stationnaire  : msec  (a  T°ordinaire) 

• phase  stationnaire  («  steady  state  ») : d[ES]/dt  = 0 

• phase  post-stationnaire 
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Evolution  de  la  vitesse  en  fonction  du  temps 


[P]  = f(t)  - zone  lineaire  : dP/dt  = cte  [S]  n’a pas  varie  notablement 

- zone  courbe  : dP/dt  = f(t)  [Stfiminue 

- dP/dt  = 0 ^ etat  final  de  la  reaction 

[S]  et  [P]  ne  varient  plus  : 

• equilibre 
ou 

• tout  S a ete  transforme 
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Notion  de  vitesse  initiale  : V0 


V = - dS/  dt  = dP/  dt  = Cte 

V Vo  quand  t ^ t0  (tangente  a I’origine) 

La  vitesse  est  ~ identique  a V0si 
S consommes  < 10  - 15  % de  S total 


• v0  = f([E]tot) 
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Relation  entre  V0  et  la  concentration  en  substrat 


Vo  = f([S])  ? 

Equation  de  vitesse 


vitesse 
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Enzymes  « michaeliennes  » 


Equation  de 
Michaelis-Menten 


Vo 


Vmax  [S] 

Km  + [S] 


hyperbole 
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Equation  de  Michaelis-Menten  : demonstration 

k+i  k+2 

EL  + S : ES  EL  + P Vo  = f (S)  ? 

k-i  k-2 

1 - Equation  de  conservation  de  I’enzyme 

(V enzyme  est  un  catalyseur) 

[E]t  = [E]l  + [ES]  <=>  [E]l  = [E]t  - [ES] 

2-  Equation  de  I’etat  stationnaire  d[ES]/dt  = 0 

k 2 negligeable  k+1  [E]L[S]  = (k^  + k+2)[ES] 

[E]l[S]  (k , + k+2) 

= = Km  constante  de  Michaelis 

[ES]  k+1 
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I-  Transformation 

([E]t-[ES])[S]  k1  + k+2 

= = Km 

[ES]  k+1 

o «E]t/[ES]  - 1)  [S]  = Km  o [S]  ([E]t/[ES])  = Km  + [S] 

[ES]  [S] 

o = 

[E]t  Km  + [S] 


4-  Equation  de  vitesse 


k+2 

ES  E +P 


(ESlmax  - [E]t 


Vo  = k+2  [ES] 

^max  = ^+2  [E]T 


[ES]  Vo 
[E]t  " Vmax 
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5-  Equation  de  MICHAELIS-MENTEN 


Vo  [S]  Vmax  [S] 

= « Vo  i 

Vmax  Km  + [S]  Km  + [S] 


type  y = 

b + x 


: hyperbole 


-quand  [S]  -> 
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Proprietes 

de 

F equation 


V„ 


quand  Vo  = 


Vmax  [S] 

Km  + [S] 


n Vmax  Km 


o 2[S]  = Km  + [S] 
o [S  ] = Km 
n 


si  [S]  = nKm  o Vo  = 


V, 


max 


Km  + n Km  n + 1 
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Signification  de  Km  : [S]  necessaire  pour  obtenir  V0  = Vmax/  2 
Km  ~ 10'2  a 10'6  mole  l'1 

. Km  en  fonction  des  constantes  cinetiques  : 

K i + k+2 


. constante  de  dissociation  : Ks 

k..,  k.,  en  s_1  (1er  ordre) 

Ks  = = Km,  si  k+2  « k^ 

k+1  k+1  en  s-1. mole'1. 1 (2e  ordre) 

. constante  dissociation  (ou  constante 
d’affinite) : Ka 

k+i  1 

Ka  = = (=1/Km,  si  k+2  «k_i) 

k0  Ks 
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Signification  de  Vmax 


Valeur  de  V0  lorsque  Penzyme  est  totalement  saturee  par  le  substrat 


^+2  - Vmax/  [E]x  “ kCat 

Nombre  de  turnover 


[ES]  = [E]t 

Vmax  = ^+2 

Nombre  de  molecules  de  substrat 
converties  en  produit  par  molecule 
d’ enzyme,  durant  une  unite  de  temps 
(seconde) 


1 / kcat  Duree  de  la  reaction  catalysee 


k 


cat 


1 / ^cat 


(nombre  de  turnover  / sec)  jusec 

Anhydrase  carbonique  600  000  1 ,7 

Acetylcholinesterase  25  000  40 

Chymotrypsine  100  10  000 
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L’ enzyme  « x » fonctionne-t-elle 
selon  le  modele  de  Michaelis-Menten  ? 

• La  determination  des  parametres  cinetiques  est  difficile  et  peu 
precise  a partir  de  l’hyperbole 

• Solution  ? Transformation  de  Lineweaver-Burk  (double 
inverse)  et  representation  de  1/V  en  fonction  de  1/S 

1 / V = Km  / Vmax  [S]  + 1 / Vmax 

• Lorsque  Ton  represente  1/V  en  fonction  de  1/[S],  on  obtient 
une  equation  du  type  y = a x + b 
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Modele  de  Michaelis-Menten  : analyse  graphique 
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Definition  des  unites  enzymatiques 

Vmax  = k+2  [E]t 

• L’unite  internationale  (Ul)  : |imole/min 

Quantite  d’une  preparation  enzymatique  qui  transforme  1 pmole  de  substrat  par  min 

• L’unite  S.l. : katal  = mole  / s 

• Concentration  catalytique  en  Ul/I  ou  kat/l 

• Activite  specif ique  : en  Ul  ou  kat/mg  de  proteines 

Nombre  d’ unite  enzymatique  par  mg  de  proteine  purifiee 
(donne  une  indication  sur  la  purete  relative) 

• Activite  moleculaire  si  enzyme  pure 

(katal  / pmole  d’enzyme) 
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Determination  d’une  vitesse  initiale 
(exemple) 

Mesure  de  la  concentration  par  spectrophotometrie 


-A.  Principle  of  spectrophotometry 

White  light 


9 


Light  source 


Monocli  rama-  Munochroma  - 

tic  light,  tic  light, 

intensity  lD  intensity  I 


absorbance  A =-log -}-  = £•  C-d  ^rLambert 


C = concentration  de  la  substance  mesuree 
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Determination  d’une  vitesse  initiate  (exemple) 

LDH  (Lactate  deshydrogenase) 


lactate  ► pyruvate 

CH3-CHOH-COO CH3-CO-COO- 
NAD+^^  NADH  + H+ 
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Influence  de  parametres  physiques 
sur  les  reactions  enzymatiques 

Effet  de  la  temperature 

Notion  de  « temperature  optimale  » 

Effet  activateur : agitation  moleculaire  (loi  d’Arrhenius) 

Quand  la  T°  T,  1’  energie  cinetique  des  molecules  T, 
ainsi  que  la  frequence  des  collisions 
L’apport  d’ energie  (energie  d’ activation)  permet  une  augmentation 
de  la  vitesse  initiale  (<  50°c). 

Effet  inhibiteur : 

• enzymes  thermosensibles  55°C-65°C 

• enzymes  thermoresistantes 

(organismes  thermophiles) 

ADN  Polymerase  de  Thermus  aquaticus 
utilisee  pour  les  PCR 
(fonctionne  a 72°C) 

Mais  aussi : 

• enzymes  cryosensibles  et  cryoresistantes 
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Influence  de  parametres  physiques 
sur  les  reactions  enzymatiques 

Effet  du  pH 

Notion  de  pH  optimal 

• Le  pH  modifie  l’etat  d’ionisation  des  proteines  et  affecte  l’activite  des 
enzymes  : site  actif  et  structure  tertiaire 

• Aux  pH  extremes,  les  enzymes  sont  denaturees 


pH  optimal 
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Influence  de  parametres  physiques 
sur  les  reactions  enzymatiques 


Effet  du  pH 

Differences  de  pH  optimal  selon  les  enzymes 

Exemples : 

- pepsine  (estomac) : fonctionne  mieux  a pH  acide 

- lipase  du  sue  pancreatique  : pH  optimal  compris  entre  7 et  7.5 

- phosphatases  alcalines  osseuses  ou  hepatiques  : 

pH  optimal  entre  8.6  et  9.1 
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Influence  de  parametres  chimiques 
sur  les  reactions  enzymatiques 

Activateurs  enzymatiques 
1 . Ions  metalliques  et  cations  divalents 

Chez  certaines  enzymes,  ce  sont  des  elements  dans  la  catalyse 

dans  la  structure  tridimensionnelle 


Quelques  exemples  : 

• Cu2+  : cytochrome  c oxydase  (enzyme  de  la  chaine  respiratoire) 

• Fe2+  ou  Fe3+  : cytochromes  - Fe2+ : hemoglobine 

• Ca2+  : proteases  de  la  coagulation 

• Mg2+  : enzymes  qui  mettent  en  jeu  l’ADP  ou  l’ATP 
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Influence  de  parametres  chimiques 
sur  les  reactions  enzymatiques 


Activateurs  enzymatiques 

1.  ions  metalliques  et  cations  divalents 

2.  metabolites  (organiques) : controles  positifs 


Regulateurs  metaboliques  - retrocontroles 

Medicaments  (ex.  asplrine  inhibitrice  de  la  synthese  des  prostaglandines) 

Toxiques 
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Type  cTinhibiteurs  d’enzymes 


Les  inhibiteurs  competitifs 
Les  inhibiteurs  non-competitifs 

Les  inhibiteurs  mixtes  (competitifs  et  non-competitifs),  irreversibles 

— ► Ces  inhibitions  peuvent  etre  decrites  d’apres  l’equation  de 
Michaelis-Menten 
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L’inhibition  competitive 


• Definition  : on  parle  d’inhibiteur  competitif  lorsque  l’inhibiteur  se 
fixe  sur  1’ enzyme  en  competition  avec  le  substrat 

• Le  complexe  El  (enzyme-inhibiteur)  n’a  pas  d’activite 


S 


£ 


+ 


£ P 


+ 

I 


£1 
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L’inhibition  competitive 

• On  definit  une  constante  Ki  qui  reflete  l’affinite  de  l’enzyme  pour 
l’inhibiteur. 

Ki  = [E]  [I] /[El] 

• Etot  = E + ES  + El 

• Constante  de  Michaelis  en  presence  d’inhibiteur  : Kmi 

• Kmi  = Km  (1  + [I]  / Ki) 

V = Vmax  [S]  / (Kmi  + [S]) 
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L’inhibition  competitive 


• En  presence  d’une  concentration  fixe  d’inhibiteur,  on  observe  : 

- 71  du  Km  (Kmi  > Km)  = M affinite  de  1’ enzyme  pour  S 

- Pas  de  modification  de  la  Vmax  quand  [S]  »>  Kmi 


II  est  possible  de  lever 
l’inhibition  en  augmentant  la 
concentration  du  substrat 


— ► caracteristique  de 
l’inhibition  competitive. 


0 2 A 6 S ID  12  14  16 

Concentration  de  substrat 

Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 
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L’inhibition  competitive 

• Apres  transformation  de  Lineweaver-Burk,  on  a : 

1 / V = Kmi/  (Vmax)  X 1 / [S]  + 1 / Vmax 


Inhibition  competitive 
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L’inhibition  competitive 

Exemple 

Inhibition  competitive  de  la  succinate  deshydrogenase  (complexe  II  de  la 
chaine  respiratoire)  par  le  malonate. 

FAD/FADH.  3 Fe-S  cyt  b i50 


Coenzyme  Q Coenzyme  QH2 


- On  remarque  qu’il  existe  une  homologie  structurale  entre  le  succinate 
(substrat  naturel)  et  le  malonate  l’inhibiteur  competitif. 

- La  distance  entre  les  deux  fonctions  carboxyliques  du  succinate  et  du 
malonate  sont  equivalentes  fixation  sur  le  site  actif  de  1’ enzyme 

- le  carbone  central  unique  ne  permet  pas  l’oxydation  du  malonate 
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L’ inhibition  non-competitive 


• Definition  : on  parle  d’inhibiteur  non-competitif  lorsque 
l’inhibiteur  se  fixe  sur  1’ enzyme  E et  sur  le  complexe  enzyme- 
substrat  ES  sans  competition  avec  le  susbtrat 

• Le  complexe  El  (enzyme-inhibiteur)  et  ESI  (enzyme-substrat- 
inhibiteur)  n’ont  pas  d’activite 


E P 
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L’ inhibition  non-competitive 


• L’inhibiteur  non-competitif  se  fixe  sur  un  site  totalement 
different  du  site  actif  de  1’ enzyme  pas  de  competition 
entre  le  substrat  et  l’inhibiteur. 

• II  se  produit  une  diminution  de  la  vitesse  maximale  sans 
aucune  modification  du  Km  car  il  n’y  a pas  de 
competition  entre  le  substrat  et  l’inhibiteur  pour  le  site 
actif 


V = Vmi  [S]  / (Km  + [S])  avec  Vmi  = Vmax  / (1  + [I]/Ki) 
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/ 

Vmi 


L’ inhibition  non-competitive 
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L’ inhibition  non-competitive 


• Apres  transformation  de  Lineweaver-Burk 


Inhibition  non  competitive 
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ENZYMES  ALLOSTERIQUES 


Cooperativite  moleculaire 


exemple : l’aspartate-transcarbamylase 
(biosynthese  des  purines) 


ON  OFF 


6 sous-unites  catalytiques  (2  trimeres) 
6 sous-unites  regulatrices  (3  dimeres) 
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Enzymes  allosteriques 


Proprietes  generates 

1 . Structure  quaternaire 

2.  Cinetique  non-Michaelienne 

3.  Changement  de  conformation  induit  par  la  liaison  du  substrat 
(effet  homotrope,  cfl’exemple  de  Vhemoglobine ) 

4.  Regulation  par  des  effecteurs  allosteriques, 
permettant  une  regulation  fine  de  l’activite  enzymatique. 
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Activateurs  et  inhibiteurs  allosteriques 


Modele  concerte 


Si  [A]  augmente, 
[R]  augmente 


Si  [I]  augmente, 
[T]  augmente 


• Affinite  pour  S augmente 
• V0  = f([S])  tend  vers  hyperbole 


• Affinite  pour  S diminue 
• V0  = f([S]) : sigmoide 
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Une  enzyme  allosterique  : la  glycogene  phosphorylase 


Catalyse  la  liberation  de  glucose- 1 -phosphate  a partir  du  glycogene 
(clivage  d’une  liaison  par  1’ orthophosphate  = phosphorolyse) 


Glycogene  Phosphorylase 

PPal,  Pbosphorytee  ^ 
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Une  enzyme  allosterique  : la  glycogene  phosphorylase 

• L’activite  de  la  phosphorylase  est  controlee  afin  d’eviter  que  la 
degradation  et  la  synthese  du  glycogene  soient  simultanees 

(la  glycogene  synthetase  est  elle-meme  regulee) 

• Regulation  par  1’ adrenaline  via  des  recepteurs  dont  1’ activation 
conduit  a 1’ augmentation  des  taux  intracellulaires  d’AMPc 

• L’ AMPc  active  une  kinase,  la  PKA,  qui  elle-meme  active  la 
phosphorylase  kinase  : 

La  phosphorylase  existe  sous  2 formes  : 
phosphorylase  a (phosphorylee  et  active) 
phosphorylase  b (non  phosphorylee  et  inactive) 
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Une  enzyme  allosterique  : la  glycogene  phosphorylase 


Monomere  de  phosphorylase  tour 


Site  de  liaison  de  I'AMP 
Site  de  liaison  du  glycogene  — * ^ 


— Extr£mite  N-terminale 
— Site  de  phosphorylation 
(ser-14) 


Cavite  du  site  catalytique 


Dimeres  de 

phosphorylase  j 


L’extrermN 
N-terminal 
forme  des 
) interactions 
a I'int^rieur 
— de  la  sous- 
unite 


y Site  de  phosphorylation 


Les  regions  N-terminales 
torment  de  nouvelles 
interactions 


- Deplacement  de  I’helice  a7 

- Demasquage  du  site  catalytique 


Moins  actif 


actif 


La  phosphorylation  de  la  serine  14  stabilise  I’etat  R 
Phosphorylase  b (deP)  : preferentiellement  etat  T,  inactive 


Phosphorylase  a (P)  : preferentiellement  etat  R,  active 
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Regulation  allosterique  de  la  phosphorylase 
• la  phosphorylase  b musculaire  est  regulee  par 
I’ AMP  : effecteur  allosterique  positif 


1’ ATP  et  le  glucose-6P  (effecteurs  allosteriques  negatifs) 


• Dans  le  foie,  la  phosphorylase  a musculaire  est  inhibee  par  le  glucose 
(effecteur  allosterique  negatif) 
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Une  enzyme  allosterique  : la  glycogene  phosphorylase 


Controle  covalent 


( 
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Regulation  enzymatique  par  proteolyse  limitee 

• Certaines  enzymes  sont  synthetisees  sous  forme  de  precurseurs 
inactifs 

• Leur  clivage  menage  par  des  proteases  conduit  a leur  activation 
Exemples  : zymogenes  pancreatiques,  enzymes  de  la  coagulation 
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